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摘要 ”限制 性 内 切 酶 BamHI 水 解 中 国 野 生 葡 萄 葛 蚁 (Vitis fexuosa Thunb) 的 叶绿体 DNA 
(cpDNA)， 电 泳 分 离 为 34 条 带 ， 最 大 为 11.7kb， 最 小 为 0.23kb， 分 别 用 pUC 和 pBR322 质 
粒 克 隆 所 得 片段 ， 转 化 大 肠 杆菌 ， 并 从 转化 菌 中 提取 质粒 DNA， 经 酶 切 电泳 分 析 证 明 含 有 葛 
善 cpDNA 经 BamHI 水 解 的 不 同 片段 , 从 而 构建 了 葛 划 cpDNA 的 BamHI 质粒 文库 。 
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CONSTRUCTURE OF THE PLASMID LIBRARY OF cpDNA FROM 
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Abstract Choroplast DNA from Vitis flexuosa Thunb was digested with BamHI. The resulting 
fragments were cloned into plasmids pUC7, pUC9 and pBR322. The plasmid library of the 
BamHI fragments of cpDNA from Vitis fexuosa Thunb was obtained. 
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叶绿体 DNA 是 植物 染色 体外 遗传 物质 研究 的 主要 对 象 之 一 ，cpDNA 质粒 文库 的 建立 将 为 研究 
cpDNA 的 结构 、 功 能 、 基 因 分 布 ， 植 物 系 统 发 育 及 进行 植物 改造 等 分 子 生物 学 工作 奠定 基础 。 目 前 国 
内 已 先后 报道 构建 了 一 些 植物 的 叶绿体 DNA 基因 库 ， 如 烟草 ,5 2 绿豆 和 豌豆 (3 ， 波 菜 中， 油 
菜 [6 ， 蚕 豆 "9 , 窝 昔 “7 ， 紫 范 57 等 ， 揭 示 出 高 等 植物 cpDNA 的 一 些 结构 特点 ， 如 分 子 大 小 ， 基 因 
的 排列 ，rRNA 基因 的 反 向 重复 顺序 等 。 葡 萄 属 植物 的 cpDNA 文库 国内 外 尚未 见报 道 。 我 们 在 进行 葡 
萄 叶绿体 DNA 限制 性 酶 谱 的 比较 研究 〈 另 文 发 表 ) 的 同时 ， 选 择 葛 呈 cpDNA 完成 了 BamHI 文库 。 如 
果 进 一 步 利用 这 一 文库 详细 研究 葡萄 叶绿体 DNA 及 某 些 基因 的 结构 特点 ， 并 与 不 同 亲 缘 关 系 的 植物 叶 
绿 体 DNA 的 结构 进行 比较 ， 可 以 得 出 叶绿体 在 葡萄 科 植 物 分 子 水 平 上 某 些 重要 的 系统 发 育 进化 的 信 
息 ， 在 系统 学 研究 上 有 重要 意义 。 


* 国 家 自然 科学 基金 和 中 科 院 生物 分 类 区 系 资 助 项 目 
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材料 和 方法 


i. cpDNA 的 提取 

cpDNA 按 本 研究 小 组 设计 的 热处理 法 提取 “8 ， 叶 片 在 匀 浆 液 (8% 蕊 糖 ，50mmol /LL Tris. Cl 
pH3. 0, Smmol / L EDTA, Imol / L NaCl, 0.2mol / L KCl, 10mmol/ L Vitamin C,Smmol/ L Na,S,0s, 
2mmol /Lp- 殊 基 乙 醇 ， 中 组 织 捞 切 机 找 切 后 ， 过 滤 去 粗 潜 ， 收 集 滤液 中 的 叶绿体 粗 品 经 35% 一 75% 芒 
糖 梯度 离心 纯化 ， 用 蛋白 酶 K 水 解 叶绿体 并 加 热 至 85C 灭 活 杂 酶 ， 沉 淀 cpDNA 并 经 Sepharose 4B 柱 
层 析 纯化 。 

2. 重组 片段 的 准备 

将 纯化 的 葛 亩 cpDNA 用 限制 酶 BamHI 作 完 全 水 解 。 因 较 大 分 子 的 DNA 片段 在 鸟 枪 法 重组 中 机 遇 
较 低 ， 所 以 另 取水 解 后 的 cpDNA 以 低 熔点 琼脂 糖分 离 6kb 以 上 片段 ， 纯 化 后 备用 。 操 作 按 文献 [9] 进 
行 。 

3. 载体 的 准备 

考虑 到 葛 讲 cpDNA 的 BamHI 水 解 产 物 含 有 与 载体 pUC 或 pBR322 片段 大 小 相似 的 片段 ， 这 种 片 
段 即 使 被 克隆 也 难以 通过 电泳 判断 ， 给 第 选 造 成 困难 ， 所 以 采用 pUC 和 pBR322 两 种 载体 共同 克隆 ， 
使 与 pUC 相似 大 小 的 片段 由 pB322 筛选 ， 反 之 ， 则 由 pUC 筛选 。 操 作 按 文献 [9 进行， 所 提取 的 
pUC7，pUC9 和 pBR322 DNA 用 BamHI 水 解 后 ， 用 和牛 胰 碱 性 磷酸 酶 去 除 末 端 磷酸 ， 再 经 Sepharose 
4B 柱 层 析 纯化 后 备用 。 

4. cpPDNA 的 克隆 

克隆 按 文献 [9] 进行 。 将 高 量 cpDNA 一 BamHI 酶 切 样品 (包括 未 分 离 样 品 及 分 离 的 6kb 以 上 片 
段 ) 分 别 与 载体 pUC 和 pBR322 的 BamHI 酶 切片 段 进行 连接 反应 后 ， 载 体 为 pUC 的 连接 液 对 宿主 菌 
JM101 转化 ， 载 体 为 pPBR322 的 连接 液 对 宿主 菌 HB101 和 DHS5 转化 。JM101 转化 菌 小 涂 布 于 含 异 两 
基 -8- 硫 代 半 乳糖 苷 〈IPTG) 和 5- 省 -4- 毛 -3- 吗 | 吃 半 乳糖 苷 〈X-Gal) 的 LB 平板 上 筛选 白色 菌落 并 
编号 ，HB101 和 DH5 转化 蓝 液 采用 氨 革 青霉素 十 四 环 素 (Ap+Tc) 的 双 抗 平板 筛选 AprTc* 重组 子 ， 编 
号 。 再 对 所 选 重组 菌落 进行 快速 质粒 抽 提 ，BamHI 水 解 ， 以 4DNA 的 PstI 水 解 产物 为 分 子 量 标准 ， 以 
万 晶 cpDNA 的 BamHI 水 解 产 物 为 对 照 ， 电 泳 分 离 ， 筛 选 出 含有 不 同 插入 片段 的 重组 质粒 ， 定 名 ， 编 
号 。 


结 末 和 讨论 


万 岂 cpDNA 经 BamHI 水 解 后 ， 电 沪 分 离 为 34 条 带 带 ， 经 薄 层 扫描 定量 结果 ， 第 3, 6, 7, 25, 27, 33 
为 双 倍 量 DNA 带 ; 第 13 为 三 倍 量 DNA 带 ， 最 大 条 带 为 11.7kb， 最 小 条 带 为 0.23kb，cpDNA 分 子 量 
共 129.4kb 〈 另 文 待 发 表 )。 本 文 共 筛选 由 PUC7、PpPUC9、pBR322 为 载体 的 克隆 817 株 ， 进 一 步 经 重组 
质粒 酶 切 电 沪 第 选 ， 得 克隆 株 34 个 ， 按 载体 不 同 分 别 命名 为 有 不 同 下 标号 的 pUV 或 pPBV。 这 34 株 克 
隆 所 含 外 源 片段 与 葛 茧 -BamHI 酶 谱 中 电泳 带 对 应 ， 见 图 1, 2, 3 和 表 1。 筛选 所 得 的 含 不 同 插入 片段 的 
克隆 株数 目 比 例 也 相对 地 与 葛 葛 -BamHi 图 谱 中 各 条 带 的 荧光 亮度 及 扫描 定量 的 结果 相 吻 合 ， 即 选 出 的 
二 倍 量 和 三 倍 量 DNA 带 的 克隆 多 于 邻近 的 单 倍 量 DNA 带 的 克隆 株数 。 在 得 选中， 扫描 定量 为 一 倍 
DNA 量 条 带 的 克隆 以 单 株 保存 ， 或 确实 相同 的 克隆 株 采用 合并 保存 ;扫描 定量 为 二 倍 或 三 倍 DNA 车 
条 带 的 克隆 株 均 由 电泳 条 带 相同 或 相似 大 小 的 克隆 株 合 并 保存 ( 表 1)， 因 这 些 多 倍 量 DNA 带 可 能 反 向 
重复 顺序 或 迁移 率 相 同 或 相近 的 不 同 片 段 ， 电 访 分 离 区 别 不 开 ， 故 混合 保存 以 便 以 后 杂交 选择 进一步 确 
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定 其 结构 。 








图 1 太 闹 cpDNA BamHI1 一 2 片 眉 克 隆 株 质粒 经 BamHI 酶 解 后 的 电 访 图 ， 第 1, 2, 3, 10 验 体 为 pBR322， 共 余 
为 pUC。A 为 A-Pstl,B 为 cpDNA-BamHImarkeru 

Fig, 1 BamHI] restriction patterns of 六 fexuosa Thunb cpDNA plasmid library, The vectors of 1, 2. 3 and 10 are 
PBR322; and others arc PUC, A (2~PstD) and B CW. fexuosa Thunb cpDNA—BamHI) mre markers. 


A EN 0 :2122.0230 BA 





图 2 同 图 1， 第 14 一 23 片 股 。 上 其 中 14, 15,17, 18, 20 片 有 的 载体 为 PBR322 其 余 为 pUC， 
Fig.2 Continuation of Fig, }, The vectors of 14, 15, 16, 17, 18, 20 are pPBR322 and others are PUC. 


由 于 议 万 cpDNABamHi 酶 讲 中 有 几 处 相 邻 大 小 的 DNA 片段 分 子 量 较 接近 ， 电 访 时 很 难 确切 分 
开 ， 在 克隆 筛选 时 ， 也 很 难 通过 电泳 鉴定 ， 见 图 1 中 pUV11, 12 及 图 3 中 pUV26,27,28 克隆 株 ， 其 中 
PUV11、12 为 两 株 混合 ， 分 别克 障 了 第 "11 和 第 12 并 了 段 。 而 PUV26、27、28 中 ， 第 26、28 均 为 单 榨 ， 
第 27 为 混合 株 《 表 ,其 中 可 能 混 有 第 26 或 第 28 殉 隆 株 。 


294 云 次 植物 研究 16 稚 





表 1 葛 大 cpDNA-BamHI 质粒 文库 一 览 表 
Table | The plasmid library of cpDNA —BamHi fron V. fexuoso Thund 
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表 注 B; PBR322， C7; PUC7， C9; pUCS9, 
x2， x3: 眩 痢 中 电 永 扫描 为 二 倍 量 或 三 倍 量 的 DNA 片段 the quantity of_ DNA fragments are double or triple 


in restriction patterns and scanning maps. 
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图 3 同 赂 2. 第 24 一 34 片段 ;第 24 片段 盐 体 为 pBBR322， 其 余 为 pUC. 参见 表 -1 
Fig. 3 Continuation of Fig. 2 The vectors of 24 is pBR322 and others are PUC. 


3 期 吴 俊 辉 等 ， 中 国 野生 葡萄 葛 划 叶绿体 DNA 质粒 文库 的 构建 295 
二 
在 进行 克隆 的 BamHI 醇 切 筛选 中 发 现 ， 第 29 片段 总 是 与 第 30 片段 同时 被 克隆 在 1 个 载体 上 ， 没 


有 单独 的 29 片段 克隆 出 现 ， 而 第 30 片段 则 被 单独 克隆 (图 3)， 并 在 实验 中 出 现 多 次 。 我 们 将 与 29 片 
段 同 时 出 现在 第 30 片段 命名 为 30b， 单 独 克隆 的 第 30 片段 命名 为 30a， 其 中 ，30b 似 较 30a 分 子 量 稍 
大 ， 二 者 可 能 是 分 子 量 相近 的 不 同 序列 。 在 万 唱 cpDNA 的 BamHI 酶 谱 中 还 可 见 1 条 较 正 常 一 倍 量 
DNA 条 带 荧 光 更 浅 的 条 带 ， 分 子 量 约 1.4kb， 与 第 29 和 30 片段 的 分 子 量 之 和 相当 。 但 这 些 现象 不 能 解 
释 第 29 片段 为 什么 能 在 酥 谱 中 以 正常 量 出 现 却 不 能 被 单独 克隆 。 

万 唱 cpDNA-BamHI 第 15 片段 在 电泳 酶 谱 中 荧光 亮度 正常 ， 为 一 倍 量 DNA 带 ， 但 挑选 克隆 时 只 
挑选 到 1 个 ， 精 确定 量 分 子 大 小 时 ， 这 个 片段 较 酶 谱 中 的 相应 片段 小 ， 因 此 不 能 肯定 是 否 确 为 第 15 片段 
(图 2: 15)。 有 可 能 葛 唱 cpDNA 的 BamHI 酶 谱 中 的 第 15 所 段 类似 于 克隆 枕 豆 叶绿体 基因 组 中 遇 到 的 干 
涉 克 隆 过 程 的 特定 序列 “37 。 


致谢 电 冰 结果 的 扫描 由 四 川 省 肿瘤 研究 所 中 心仪 器 宝 董 县 和 李 文 惠 协 助 完成 。 
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